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単細胞性緑藻 Pseudococcomyxa ellipsoidea は生育環境中の窒素源が枯渇すると細胞内にトリアシルグリセロ
ールなどの脂質を蓄積する事が知られている［Satoh et al., 2010］。また、窒素欠乏条件下において脂質の蓄積
に先立ち、MYB型転写因子と呼ばれる転写因子の発現が増加することが明らかになっているが、MYB型転写因
子と脂質蓄積との因果関係は不明である［並木、2012：卒論］。これを明らかにする方法の 1つとして、MYB 型
転写因子が制御する遺伝子の同定を、クロマチン免疫沈降－シーケンシング法（ Chromatin 
ImmunoPrecipitation Sequencing assay, ChIP-Seq）によって行うことが考えられる。本研究では、P. ellipsoidea
におけるMYB型転写因子の標的遺伝子を同定するための ChIP-Seq解析を実現するための条件検討を行った。 
 
P. ellipsoideaにおける ChIP-Seq解析法の条件検討の第一歩として、ヒストン H3タンパク質を特異的に認識
する抗体を用いて ChIPを行った。106個以上の細胞数を用い、ホルムアルデヒドによって DNAとそれに結合し
ているタンパク質とを固定した後、Micrococcal Nucleaseで切断した。この断片化 DNA－タンパク質複合体を 1 
µg 以上の抗体を用いた ChIP によって回収し、回収された ACTIN 遺伝子および TUBULIN 遺伝子量をリアル
タイム PCR により定量した。この結果、ヒストン H3 抗体によって、ネガティブコントロールである IgG より
も有意に多く、各遺伝子領域が回収出来た。 
 
次に、TATA-box Binding Protein（TBP）の DNA結合領域を ChIPで回収した。まず、P. ellipsoideaの TBP
のアミノ酸配列をゲノム情報から決定し、TBP の抗体を作製した。Western Blotting により、作製した抗体が
P. ellipsoideaの TBPの分子量である 25 kDaのタンパク質を認識する事を確認した。25 kDaのタンパク質は、
免疫前の血清サンプルでは検出されなかったことから、P. ellipsoideaの TBPに特異的な抗体が作製できたと判
断した。ホルムアルデヒドによって DNA－タンパク質複合体を固定した後、ソニケーション法によってそれを
断片化し、TBP抗体を用いて ChIPを行った。これによって回収された DNAを鋳型に、定量 PCRにて TATA box
と予測された領域が回収されていることを確認した。また、この回収 DNA を、Phi29 polymerase を用いて増
幅し、塩基配列を決定した。得られた塩基配列は、291 の領域に集中してマッピングされた。この内、核ゲノム
上の遺伝子の転写開始点近傍の上流にマッピングされたものは 16 個であった。残りは遺伝子と予測されている
領域の内部や、最近傍の遺伝子予測領域の下流側にマッピングされたものが大多数であった。 
 
上記16の領域について転写因子結合領域検索プログラム「TFBIND」（http://tfbind.hgc.jp/）を用いてTATA-box
のコンセンサス配列領域を検索したところ、15個については TATA-box領域が検出された。この結果から、TBP
抗体を用いた ChIP-Seqによって、TATA box領域の DNAをある程度回収できたと判断した。 
 
 このプロトコールを用いて MYB 型転写因子を認識する抗体を用いて ChIP-Seq を行ったが、シーケンシング
に必要な DNA 量を回収することが出来なかった。このため、これまでの ChIP のプロトコールに DNA-タンパ
ク質－の粗精製ステップを加え、1アッセイあたりに使用する細胞数を、従来の 106個から 109個へと変更した。
このプロトコールを用い回収した DNA を Phi29 polymerase を用いて増幅し、次世代シーケンサーによる塩基
配列決定とその配列を P. ellipsoidea ゲノム上にマッピングする作業を外注した。今年度中にそれらの結果が得
られる予定である。 
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